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ア プ タ マ ー と は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 あ る い は 他 の 生 体 分 子 と 特 異 的 な 結 合
を す る 数 十 塩 基 以 下 の 塩 基 配 列 を 有 す る D N A あ る い は R N A の こ と で あ る 。
こ れ ら の 核 酸 は 塩 基 配 列 の 相 違 に よ り 異 な る 三 次 元 構 造 を と る た め 、 タ ン パ
ク 質 と の 結 合 の 選 択 性 が 高 く 、 抗 原 抗 体 反 応 に 匹 敵 す る 特 異 性 を 有 す る 。 従
っ て 、タ ン パ ク 質 セ ン サ ー と し て 分 子 認 識 部 位 へ の 活 用 が 期 待 さ れ て い る が 、
そ の 応 用 研 究 は ま だ 始 ま っ た ば か り で あ る 。 そ の 理 由 は 、 タ ン パ ク 質 の 検 出
に 適 合 し た 核 酸 固 定 技 術 お よ び タ ン パ ク 質 の 非 特 異 的 吸 着 抑 制 技 術 が 確 立 さ
れ て い な い こ と に あ る 。 本 論 文 で は 、 一 元 物 質 で あ る 核 酸 の 末 端 を ダ イ ヤ モ
ン ド 基 板 に ア ミ ド 結 合 で 安 定 に 固 定 し 、 活 性 部 位 を 固 定 部 位 か ら 離 す こ と に
よ り 標 的 分 子 と の 結 合 を 高 め 、 さ ら に は 非 特 異 的 吸 着 を 抑 制 で き る よ う ダ イ
ヤ モ ン ド 表 面 を 終 端 構 造 す る こ と で 分 子 認 識 の 特 異 性 が 向 上 す る こ と を 試 み
て い る 。 セ ン シ ン グ の 方 法 と し て は 蛍 光 検 出 法 と 電 界 効 果 ト ラ ン ジ ス タ
（ F E T） に よ る 電 位 検 出 法 を 行 い 、 複 数 の 観 点 か ら ダ イ ヤ モ ン ド 表 面 で の セ
ン シ ン グ を 検 討 し て い る 。 前 者 は D N A チ ッ プ 等 の 応 用 で セ ン サ ー 技 術 と し
て 確 立 さ れ て い る が 、 核 酸 を ア プ タ マ ー と し て 基 板 上 に 固 定 し 、 蛍 光 検 出 を
系 統 的 に 行 っ た の は 本 論 文 が 最 初 で あ る 。 後 者 の ダ イ ヤ モ ン ド 上 の F E T は 、
D N A の 塩 基 配 列 検 出 に お い て 有 利 で あ る こ と が 示 さ れ て い る が 、タ ン パ ク 質
検 出 に お い て は 開 発 途 上 の 技 術 で あ る 。 本 論 文 は 、 D N A お よ び R N A を ア プ
タ マ ー と し て 利 用 し 、F E T に よ る 信 頼 性 の 高 い タ ン パ ク 質 の 検 出 を 行 っ た 最
初 の 例 で あ り 、全 ５ 章 か ら 構 成 さ れ る 。以 下 、各 章 ご と に 評 価 概 要 を 述 べ る 。  
第 1 章 で は 、 機 能 性 ダ イ ヤ モ ン ド 表 面 の 作 製 、 ダ イ ヤ モ ン ド 上 で の 生 体 分
子 固 定 の 有 利 性 、 ア プ タ マ ー に よ る タ ン パ ク 質 等 の 生 体 分 子 の 選 択 的 結 合 、
そ の 性 質 を 利 用 し た セ ン サ ー と し て 応 用 の 可 能 性 に つ い て 述 べ て い る 。 特 に
F E T の よ う な 固 体 表 面 を 利 用 す る セ ン サ ー で 、プ ロ ー ブ（ ア プ タ マ ー ）の 固
定 技 術 、 非 特 異 的 吸 着 の 抑 制 、 表 面 近 傍 で の 検 出 な ど の 特 長 を 述 べ て い る 。
ア プ タ マ ー に よ る タ ン パ ク 質 検 出 と 抗 原 抗 体 反 応 よ る 検 出 と を 比 べ 、F E T セ
ン サ ー で の 前 者 の 有 利 性 を 述 べ て い る 。 本 研 究 で 標 的 と し た タ ン パ ク 質 で あ
る 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ P la t e l e t  D e r iv e d  G r o w t h  F a c t o r ,  P D G F） と ヒ ト 免
疫 不 全 ウ イ ル ス （ H u m a n  I m m u n o d e f i c i e n c y  V i r u s ,  H I V） 転 写 活 性 化
（ T r a n s a c t i v a t o r ,  T a t） タ ン パ ク 質 の 基 本 構 造 を F E T で 電 位 検 出 す る 際 の
タ ン パ ク 質 内 の 電 荷 分 布 と い う 観 点 か ら 説 明 し て い る 。 さ ら に 本 研 究 の 目 的
が 、 ア プ タ マ ー 修 飾 さ れ た ダ イ ヤ モ ン ド バ イ オ セ ン サ ー に よ る タ ン パ ク 質 検
出 の 実 証 に あ る こ と を 述 べ て い る 。  
第 2 章 で は 、 本 研 究 に 利 用 し た ダ イ ヤ モ ン ド の 機 能 性 表 面 の 性 質 、 作 製 方
法 お よ び 生 体 分 子 の 固 定 方 法 に つ い て 説 明 し て い る 。 本 研 究 で 使 用 し た 多 結
晶 ダ イ ヤ モ ン ド は 、 マ イ ク ロ 波 プ ラ ズ マ C V D 法 に て 形 成 さ れ て い る 。 こ の
ダ イ ヤ モ ン ド 表 面 の 水 素 終 端 構 造 は 、疎 水 性 で 、表 面 近 傍 で は p 型 伝 導 が 生
じ る 。こ の 層 の 表 面 正 孔 密 度 は 1 0 1 3  c m - 2 台 で あ り 、移 動 度 は 1 0 -1 0 0  c m 2 V - 1 s - 1  
と F E T を 駆 動 さ せ る の に 十 分 な キ ャ リ ア 濃 度 と 移 動 度 が 得 ら れ て い る 。ア ン
モ ニ ア の 紫 外 線 に よ る 光 分 解 に て 、 水 素 終 端 ダ イ ヤ モ ン ド 表 面 の 一 部 、 被 覆
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率 に し て 2 0－ 3 0％ が ア ミ ノ 基 に 置 き 換 わ る 。 カ ル ボ キ シ ル 基 で 終 端 さ れ た
D N A を こ の ダ イ ヤ モ ン ド 表 面 の ア ミ ノ 基 に よ り ア ミ ド 結 合 で 固 定 す る 。一 方 、
R N A は 不 安 定 で ア ミ ノ 終 端 の 方 が 形 成 し や す い 。カ ル ボ キ シ ル 基 を 両 端 に 持
つ テ レ フ タ ル 酸 を リ ン カ ー と し 、 基 板 側 の ア ミ ノ 基 と R N A の 末 端 ア ミ ノ 基
と を ア ミ ド 結 合 で リ ン カ ー に 結 合 さ せ 、R N A を 基 板 に 固 定 し て い る 。一 般 に
不 安 定 と さ れ る R N A も D N A 固 定 と 同 程 度 の 安 定 度 で 固 定 化 さ れ て い る 。ダ
イ ヤ モ ン ド は フ ッ 素 終 端 に よ り 超 撥 水 性 の 表 面 と な る 。 こ れ ら の 表 面 は 活 性
部 位 の 分 離 、 非 特 異 吸 着 の 抑 制 に 利 用 さ れ て い る 。 以 上 、 ダ イ ヤ モ ン ド 表 面
修 飾 に よ り 、 D N A お よ び R N A ア プ タ マ ー の 固 定 技 術 を 開 発 し て い る 。  
第 3 章 で は 、 D N A ア プ タ マ ー に よ る P D G F お よ び ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸
（ A T P） の 蛍 光 検 出 お よ び R N A ア プ タ マ ー に よ る H I V  T a t  ペ プ チ ド お よ び
H I V  T a t タ ン パ ク 質 の 蛍 光 検 出 を 行 っ て い る 。  
P D G F の 検 出 で は 、 P D G F が 2 量 体 で あ り 、 2 か 所 で ア プ タ マ ー と 結 合 す
る 性 質 を 利 用 し 、 ダ イ ヤ モ ン ド 基 板 に 固 定 さ れ た D N A ア プ タ マ ー 、 蛍 光 ラ
ベ ル を つ け た ア プ タ マ ー が 同 時 に P D G F と 結 合 し た 際 の 蛍 光 を 観 測 す る 方 法
を 開 発 し た 。P D G F の 検 出 感 度 は 4 p M で あ っ た 。他 の 検 出 方 法 と し て 、基 板
表 面 に 固 定 し た ア プ タ マ ー に 蛍 光 標 識 し た イ ン タ カ レ ー タ を 結 合 さ せ て お き 、
こ の ア プ タ マ ー が P D G F と 結 合 し た 際 に イ ン タ カ レ ー タ が 脱 離 す る 性 質 を 利
用 し 、蛍 光 標 識 脱 離 で の 蛍 光 強 度 の 減 少 か ら P D G F を 検 出 す る 方 法 も 開 発 し
た 。A T P の 検 出 で は 、A T P と 結 合 す る ア プ タ マ ー を ダ イ ヤ モ ン ド 上 に 固 定 し 、
蛍 光 ラ ベ ル を 付 け た 相 補 的 な D N A と 2 本 鎖 に し 、 A T P が 近 づ く と 2 本 鎖 が
ほ ど け A T P と ア プ タ マ ー が 結 合 す る 性 質 を 利 用 し て い る 。こ の 際 、蛍 光 標 識
付 の D N A の 解 離 で 減 少 す る 蛍 光 を 測 定 す る 。類 似 し た 三 リ ン 酸 で あ る G T P、
C T P、U T P で は こ の 反 応 は 起 こ り に く く 、A T P が 他 の 三 リ ン 酸 か ら 識 別 さ れ
る こ と を 述 べ て い る 。  
H I V  T a t  タ ン パ ク 質（ 1 0 1 ア ミ ノ 酸 残 基 ）の 検 出 に 先 立 ち 、そ の 一 部 で あ
る H I V  T a t  ペ プ チ ド （ 1 0 ア ミ ノ 酸 残 基 ） の 検 出 を 行 っ た 。 2 つ の 部 位 に 分
離 さ れ た R N A ア プ タ マ ー （ 固 定 さ れ た R N A と 蛍 光 標 識 付 の 非 固 定 R N A）
が ア ル ギ ニ ン 酸 の 多 い 部 位（ H I V  T a t  ペ プ チ ド ）に 選 択 的 に 結 合 す る 性 質 を
利 用 し て い る 。 分 離 さ れ た R N A 同 士 は 結 合 せ ず 、 H I V  T a t  ペ プ チ ド の 存 在
下 で の み 、 2 本 の R N A と H I V  T a t  ペ プ チ ド が 結 合 す る 。 3 部 位 の 結 合 が 必
要 と な る た め 、こ の 蛍 光 検 出 は 高 感 度 と な っ て い る 。R N A は 一 般 に 不 安 定 と
さ れ る が 、 固 体 基 板 に 固 定 さ れ た R N A ア プ タ マ ー に よ る タ ン パ ク 質 の 繰 り
返 し 検 出 は 初 め て の 例 と 言 え る 。  
以 上 の よ う に 、 本 章 で は 、 ア プ タ マ ー と 標 的 、 ア プ タ マ ー と 蛍 光 ラ ベ ル の
相 関 関 係 を 巧 み に 利 用 し 、 固 体 基 板 上 で の ア プ タ マ ー に よ る タ ン パ ク 質 の 蛍
光 検 出 に 成 功 し て い る 。  
第 ４ 章 で は 、 ま ず 、 ア プ タ マ ー が 固 定 さ れ た 電 解 質 溶 液 ゲ ー ト (S o lu t i o n  
G a t e ,  S G )F E T に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 測 定 原 理 に つ い て 述 べ 、D N A ア プ タ
マ ー に よ る P D G F お よ び R N A ア プ タ マ ー に よ る H I V  T a t  ペ プ チ ド お よ び
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H I V  T a t タ ン パ ク 質 の 電 位 検 出 を 行 っ て い る 。ア プ タ マ ー の 結 合 部 位 と な る
H I V  T a t  ペ プ チ ド は 、 正 電 荷 を 有 す る ア ル ギ ニ ン 酸 が 支 配 的 な 部 位 で あ り 、
正 に 帯 電 す る 。こ の 部 位 の 影 響 で H I V  T a t タ ン パ ク 質 も 正 電 荷 を 帯 び る 。一
方 、 P D G F も 正 に 帯 電 す る こ と が 電 気 泳 動 法 に よ り 確 認 さ れ て い る 。 正 に 帯
電 し た タ ン パ ク 質 が 正 孔 を キ ャ リ ア と す る ダ イ ヤ モ ン ド S G F E T の し き い 値
電 圧 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し 、 ア プ タ マ ー に よ り 捕 獲 さ れ た タ ン パ ク 質 の 密 度
を 概 算 し て い る 。 そ の 結 果 、 測 定 限 界 の 約 1 0 倍 の 電 圧 で あ る 3 0 m V の 負 方
向 へ の し き い 値 電 圧 シ フ ト は 1 0 1 2  e  c m - 2 の 正 の 面 電 荷 密 度 に 相 当 し 、タ ン パ
ク 質 が 1 0 1 1 -1 0 1 2  c m - 2 の 面 密 度 で S G F E T の チ ャ ネ ル 上 に 捕 捉 さ れ る こ と を 示
し て い る 。  
P D G F の S G F E T で の 検 出 で は 、濃 度 1 n M で 約 3 0 m V の 負 方 向 へ の し き い
値 電 圧 シ フ ト を 示 し 、 P D G F が 脱 離 す る と 逆 方 向 で 同 量 の シ フ ト が 観 測 さ れ
た 。 P D G F の 捕 獲 と 脱 離 を 数 サ イ ク ル に わ た り 、 同 程 度 の 電 圧 シ フ ト で 検 出
し て い る 。繰 り 返 し 測 定 可 能 な F E T で の タ ン パ ク 質 検 出 は 他 に 例 が な い 。ま
た 、 こ の S G F E T の 検 出 の 選 択 性 は 高 く 、 他 の タ ン パ ク 質 の 誤 検 出 は な く 、
P D G F の ア イ ソ フ ォ ー ム も ほ ぼ 検 出 さ れ な い 。H I V  T a t  ペ プ チ ド お よ び H I V  
T a t タ ン パ ク 質 の S G F E T で の 検 出 で は 、濃 度 1 n M で そ れ ぞ れ 約 4 0 m V と 約
2 0 m V の 負 の 方 向 の シ フ ト が 観 測 さ れ て い る 。 シ フ ト 量 の 違 い は 、 ペ プ チ ド
は 正 電 荷 の ア ル ギ ニ ン 酸 が 支 配 的 な 部 位 で あ る の に 対 し 、 タ ン パ ク 質 は 負 電
荷 の グ ル タ ミ ン 酸 等 で 部 分 的 な 電 荷 の 相 殺 が あ る と 解 釈 さ れ る 。R N A ア プ タ
マ ー と し て の F E T に よ る 電 位 検 出 は 初 め て の 例 で あ る 。  
第 5 章 は 結 論 と し て 、第 2 章 か ら 第 4 章 ま で に 得 ら れ た 結 果 を 総 括 し 、そ
の 意 義 を 述 べ て い る 。  
以 上 ， 本 研 究 は 、 ア プ タ マ ー の 有 す る 特 異 的 な 分 子 認 識 能 と 核 酸 を 安 定 に
固 定 出 来 る 生 体 適 合 性 基 板 と し て の ダ イ ヤ モ ン ド と い う 組 み 合 わ せ を 利 用 し 、
蛍 光 検 出 と F E T に よ る 電 位 検 出 の 両 面 か ら タ ン パ ク 質 の 高 感 度 検 出 を 行 っ
て い る 。 タ ン パ ク 質 の 捕 獲 脱 離 を 繰 り 返 し し て も 安 定 な ア プ タ マ ー の 固 定 化
技 術 、再 現 性 の 高 い F E T で の タ ン パ ク 質 検 出 等 、世 界 で 最 初 に 開 発 し た 成 果
を ま と め て い る 。 ナ ノ ス ケ ー ル に お け る 表 面 制 御 と 生 体 分 子 の 固 定 お よ び 固
体 表 面 で の 生 化 学 反 応 に 基 づ き 、 実 用 性 の あ る タ ン パ ク 質 セ ン サ ー の 開 発 を
ま と め た 本 論 文 は 、 電 子 工 学 、 バ イ オ エ ン ジ ニ ア リ ン グ 、 セ ン サ ー 工 学 に 多
大 な 貢 献 を す る と 期 待 さ れ る 。 よ っ て 、 博 士 （ 工 学 ） の 学 位 論 文 と し て 価 値
あ る も の と 認 め る 。  
 
２ ０ １ ２ 年 ７ 月  
審 査 員 （ 主 査 ） 早 稲 田 大 学 教 授 	 工 学 博 士 （ 早 稲 田 大 学 ）  川 原 田 	 洋  
早 稲 田 大 学 教 授 	 工 学 博 士 （ 東 北 大 学 ）  庄 子 	 習 一  
早 稲 田 大 学 教 授 	 博 士 （ 工 学 ） 早 稲 田 大 学  	 谷 井 	 孝 至  
